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ABSTRACT 
 
Food crops, such as rice, corn and cassava have a lot of carbohydrates, but the 
protein content is very low. Lysine is one of the essential amino acids for humans and 
animals and can be fulfilled by consuming vegetable protein. In the other hand, lysine is also 
a limiting factor in plants because the content of lysine in basic food crops is very limited / 
low. The aim of this study was to isolate the LRP (Lysine-Rich Protein) gene from winged 
beans. The LRP gene isolation method was carried out using a commercial kit, Geneaid, 
Taiwan. The results of the RNA isolation of the LRP gene from winged beans had a low 
purity, namely the OD A260 / A230 ratio of 0.97 and the OD A260 / A280 ratio of 1.04. 
Although the quality of RNA was low, but after cDNA synthesis and amplification of the LRP 
gene, the LRP target gene was in accordance with the reference, amounting to 470bp. 
 




Tanamaan pangan khususnya padi, jagung, dan singkong memiliki kandungan 
karbohidrat yang cukup banyak, namun kandungan proteinnya sangat rendah. Lisin 
merupakan salah satu asam amino esensial bagi manusia dan hewan dan dapat dipenuhi 
dengan mengkonsumsi protein nabati. Disisi lain lisin juga menjadi faktor pembatas di 
tanaman karena kandungan lisin dalam tanaman pangan pokok sangat terbatas/rendah. 
Tujuan dari penelitian ini adalah mengisolasi gen LRP (Lysine-Rich Protein) dari biji kecipir. 
Metode isolasi gen LRP dilakukan dengan menggunakan kit komersial Geneaid, Taiwan. 
Hasil isolasi RNA gen LRP dari biji kecipir memiliki kemurnian yang rendah yaitu rasio OD 
A260/A230 sebesar 0.97 dan rasio OD A260/A280  sebesar 1.04. Meskipun kualitas RNA rendah, 
namun setelah dilakukan cDNA sintesis dan amplifikasi gen LRP didapatkan gen target LRP 
sesuai dengan referensi yaitu sebesar 470bp. 
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Asam amino esensial merupakan 
asam amino yang penting bagi manusia dan 
hewan, namun asam amino ini tidak dapat 
disintesis sendiri oleh manusia maupun 
hewan. Kebutuhan asam amino esensial 
dipenuhi dari asupan nutrisi, yaitu dari 
bahan pangan dan pakan yang berasal dari 
tanaman. Asam amino essensial tersebut 
adalah  lysine, threonine, methionine, 
phenylalanine, tryptophan, isoleucine, 
leucine, valine, dan histidine (Luong et al. 
2017).  Lisin merupakan asam amino yang 
paling terbatas di tanaman dibanding asam 
amino lainnya. Fungsi asam amino lisin 
adalah untuk pertumbuhan dan mencegah 
osteoporosis. Lisin  membantu peningkatan 
absorbsi kalsium, memelihara kalsium 
dalam tubuh, dan menjaga ekskresi mineral 
dalam tubuh. Dampak dari kurangnya lisin 
pada tubuh adalah pertumbuhan terganggu, 
munculnya penyakit, bahkan dalam kasus 
kronis dapat menyebabkan kematian (Yue et 
al. 2014). Lisin  menjadi penting, baik untuk 
industri pangan maupun industri pakan. 
Dalam industri pakan, penambahan L-lysine 
menjadi bahan tambahan atau feed aditive 
biasanya dicampur dengan biji-bijian yang 
mengandung kadar lisin yang rendah untuk 
memenuhi kebutuhan nutrisi ternak, 
khusunya untuk ternak monogastrik 
(Kircher & Pfefferle 2001) seperti ayam 
broiler membutuhkan lisin sebanyak 0,85 
persen hingga 1,1 persen (NRC 1994). 
Singh (2012) menjelaskan bahwa biji kecipir 
memiliki kandungan lisin dan total protein 
tinggi (kandungan lisin mencapai 413 
hingga 600 mg per g nitrogen). 
Peningkatan kualitas pakan dan 
pangan dilakukan dengan berbagai cara 
seperti penambahan L-lysine yang 
dihasilkan dari fermentasi bakteri. Tujuan 
fermentasi adalah untuk meningkatkan 
produktivitas bakteri melalui mutagenesis 
dan rekayasa genetik untuk menemukan 
strain baru yang dapat memproduksi L-
lysine lebih tinggi (Becker et al. 2008). Xue-
lin et al. (2013) telah berhasil mengamati 
ekspresi gen LRP dari biji kecipir yang 
ditransformasikan ke dalam Bacillus subtilis 
168  yang menghasilkan peningkatan 
kandungan protein sebanyak 9.85 persen. 
Rekayasa genetika untuk 
meningkatkan produksi lisin juga dilakukan 
langsung pada tanaman, yaitu pada 
tanaman-tanaman pakan dan pangan seperti 
jagung dan padi yang kaya karbohidrat 
namun rendah protein. Banyak penelitian 
yang dilakukan untuk mengetahui regulasi 
metabolisme lisin dan bagaimana cara 
meningkatkan kadar lisin bebas di biji 
tanaman serelia. Asam amino lisin dan 
threonin yang disintesis oleh tanaman 
melalui jalur aspartate dapat membentuk 
asam amino lain, yaitu metionin dan 
isoleusin, terutama katabolisme lisin di 
tamanan serealia (Ferreira et al. 2005).  
Dalam jalur katabolisme aspartat (Asp) 
diikuti dengan konversi aspartat 
semialdehide menjadi dihydrodipicolinate 
yang disintesis dari dihydrodipicolinate 
(DHPD) (Azevedo et al. 1997). Lisin 
dikatabolisme menjadi sacchoropine melalui 
asam ketoglutaric reduktase (LKR) dan 
saccharopine dehydropine dehydrogenase 
(SDH) (Long et al. 2013). Menurut Zhu dan 
Galili (2003) over ekspresi (down-regulat) 
enzim LKR dan SDH yang mengatur 
katabolisme lisin dapat meningkatkan kadar 
lisin pada biji.  Namun, perubahan 
katabolisme enzim LKR dan SDH 
menimbulkan dampak negatif penurunan 
karakteristik morfologi seperti pertumbuhan 
perkecambahan terhambat dan tingkat 
germinasi yang rendah. Hal ini sejalan 
dengan Sofi et al. (2009) yang mengatakan 
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bahwa berkurangnya aktivitas LKR 
mengacu pada peningkatan kadar lisin 
bebas.  Long et al. (2013) menjelaskan 
bahwa rekayasa over ekspresi AK/DHPS 
dengan mengganggu RNA LKR/SDH dapat 
meningkatkan kandungan lisin dan tidak 
menimbulkan dampak negatif pada 
pertumbuhan dan germinasi biji. 
Selanjutnya, Liu et al. (2016) menjelaskan 
bahwa rekayasa padi tinggi lisin dengan cara 
mentrasformasi gen LRP (Lysine Rich 
Protein) melalui ekspresi gen LRP yang 
terekspresi secara spesifik pada biji padi 
menunjukkan adanya peningkatan 
kandungan lisin 34 persen dibanding wild-
type. Padi hasil transformasi dihibrida dan 
masih menghasilkan 20 persen peningkatan 
kandungan lisin dibandingkan dengan 
hibrida kontrol. Peningkatan lisin pada 
jagung juga dilakukan secara bioteknologi 
oleh Yue et al. (2014) dengan 
mentransformasi gen GhLRP dari biji kapas 
(Gossypium hirsutum L.). Protein dalam 
GhLRP adalah protein yang larut dalam air 
dengan kandungan lisin yang tinggi (18,97 
persen w/w) dan kaya akan asam glutamat. 
Peningkatan lisin dan total protein juga 
berhasil dilakukan oleh Chang et al. (2015), 
yaitu mentransformasi gen AtMAP18  ke 
dalam biji Arabidopsis.  
Biji kecipir merupakan salah satu 
sumber protein asam amino  yang tinggi 
setara dengan kedelai dan belum 
dimanfaatkan secara optimal. Menurut Sun 
et al. (2001), lysin-rich protein dari biji 
kecipir mengandung 158 asam amino dan 
memiliki bobot molekuler 16.8 Kda. 
Ditemukan sebanyak 17 residu lisin dalam 
total protein dan lisin merupakan asam 
amino paling melimpah dalam total protein 
biji kecipir. Kandungan asam amino lisin 
pada biji kecipir mencapai 413 hingga 600 
mg per g nitrogen (Bean 1975).  Oleh karena 
itu, penelitian ini difokuskan untuk 
mengisolasi gen LRP dari biji kecipir yang 
kedepannya dapat dimanfaatkan secara luas 
sebagai salah satu alternatif peningkatan 
lisin di tanaman pakan dan pangan (padi, 
jagung, kedelai, singkong). Tujuan 
penelitian ini adalah untuk mendapatkan 
isolasi gen LRP (lysine Rich Protein) dari 
biji kecipir (Psophocarpus tetragonolobus 
(L.) DC yang ada di Indonesia. 
 
MATERI DAN METODE 
 
Isolasi mRNA Gen LRP Dari Biji Kecipir. 
Gen LRP diisolasi dari biji kecipir 
(Psophocarpus tetragonolobus (L.) DC 
menggunakan metode Geneaid mRNA 
exstraction kit untuk tanaman dengan kadar 
polisakarida tinggi. 
 
Pembuatan cDNA gen LRP dan PCR. 
Fist-strand DNA gen LRP disintesis dengan 
menggunakan reverse transcriptase PCR 
(RT-PCR) kit dari  Tetro cDNA synthesis 
kit. Untuk mendapatkan pita gen LRP 
dilakukan dengan mesin thermal cycler. 
Sekuen primer yang digunakan sebagai 
berikut (Liu et al. 2016). 
Primer forward  : (5'-
CGAGGATCCATGGGTGTTTTCAC
ATATG-3') 
Primer   reverse   : (5'-
GACGAGCTCTTCAATTGTATTCA
GGATGG-3') 
Adapun program PCR yang akan 
digunakan sebagai berikut. Hot-start selama  
5 menit pada suhu  95°C; denaturasi pada 
suhu  95 °C selama 30 detik, Annealing 
pada suhu 60 
o
C selama 30 detik dan 
Elongasi pada suhu 72 °C selama 30 detik. 
Post-elongasi pada suhu  72°C selama 10 
menit . PCR dilakukan sebanyak 35 siklus. 
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Elektroforesis dan Purifikasi hasil PCR 
cDNA gen LRP. Hasil PCR kemudian di 
eletroforesis pada gel agarose dengan 
tegangan 100V selama 30 menit. Hasil 
elektroforesis dioto menggunakan gel doc. 
Hasil elektroforesis didapatlan pita sebesar 
470bp kemudian pita dipotong di bawah 
sinar UV. Purifikasi DNA dilakukan 
berdasarkan metode yang digunakan Li et.al 
(2010), yaitu menggunakan matrik silikon 
dioksida. Prosedur purifikasi tersebut 
adalah: potongan gel agarose dipanaskan 
kemudian ditambahan larutan garam 
chaotropic, setelah itu disentrifuse dan 
ditambahkan resin silika, setelah itu 
disentrifuse kembali dan ditambahkan 
larutan E dan disentrifuse dan tahap akhir 
dilakukan pembilasan dengan air streril.  
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Isolasi dan Sintesis cDNA Gen LRP. 
Sumber gen LRP diperoleh dari biji kejipir 
yang merupakan tanaman legum yang masih 
jarang dimanfaatkan dan merupakan sumber 
protein nabati alternatif kedelai. Banyak 
penelitian yang menunjukkan bahwa biji 
kecipir memiliki potensi besar sebagai 
sumber protein dan sumber isolat protein 
untuk meningkatkan kandungan protein 
yang ada pada bahan pangan lain. Biji 
kecipir yang digunakan sebagai sumber gen 
yang akan dikloning adalah kecipir berbuah 
panjang. Proses isolasi dilakukan dengan 
alat-alat yang steril dan ruangan yang bersih, 
sebelumnya disterilisasi menggunakan 
alkohol. Biji kecipir segar dihaluskan 
dengan nitrogen cair untuk membantu 
pemecahan sel. Isolasi menggunakan kit 
ekstraksi RNA Geneaid, Taiwan. Buffer 
PRB digunakan untuk mengoptimalkan 
proses lisis sel tanaman yang mengandung 
polisakarida tinggi.  
Tabel 1 menunjukkan kuantifikasi 
hasil isolasi dengan konsentrasi cDNA 
sebesar 0.050µg per mL dengan kemurnian 
1.00. Kemurnian DNA ditentukan oleh nilai 
rasio (OD260/OD280), yaitu pada kisaran 1.8 
hingga 2.0. Apabila nilai rasio 
(OD260/OD280) lebih rendah dari 1.8 
mengindikasikan adanya kontaminasi 
protein dan apabila nilai (OD260/OD280) lebih 
dari 2.0 mengindikasikan kontaminasi RNA 
(Ghatak et al. 2013). Tingkat kemurnian 
RNA dapat diketahui dengan mengukur 
jumlah absorbansi sampel pada λ230 nm, 
λ260 nm, dan λ280 nm, kemudian mengukur 
besar perbandingan (rasio) A260 terhadap 
A280 dan rasio A260 terhadap A230. 
Menurut Farrell (2005), isolat RNA murni 
mempunyai rasio A260/A280 sebesar 2,0 ± 
0,1. Rasio A260/A280 yang rendah 
menunjukkan kontaminasi protein. 
Berdasarkan Adiputra et al. (2012) isolasi 
RNA menggunakan kit komersil 
memberikan hasil isolasi dengan konsentrasi 
yang lebih rendah dan tingkat kemurnian 
yang tinggi dibanding dengan beberapa 
metode manual. 
 
Tabel 1  Konsentrasi dan kemurnian cDNA biji kecipir 
 
Sampel WL 230 WL260 WL280 Konsentrasi A260/A280 A260/A230 
RNA 0.317 0.332 0.339 0.039 0.97 1.047 








Hasil kuantifikasi menggunakan kit 
Geneaid menunjukkan konsentrasi dan 
kemurnian yang berbanding terbalik, yaitu 
konsentrasi tinggi namun kemurnian sangat 
rendah. Penambahan larutan fenol atau 
kloroform pada larutan guanidin tiosianat 
dapat membuat pH larutan menjadi asam 
(pH 4). Pada kondisi asam, protein dan 
fragmen DNA (50 pb hingga 10.000 pb) 
akan berada pada fase organik. Fragmen 
DNA yang lebih besar dan beberapa protein 
akan tetap berada pada fase interfase, 
sedangkan RNA berada pada fase cair 
(Ausubel et al. 2003). Molekul RNA yang 
terdapat pada fase cair akan terikat pada 
membran gel-silika yang terdapat pada 
spincolumn untuk dilakukan pencucian dan 
elusi RNA.  Smear tipis tampak pada isolat 
RNA total yang diperoleh dalam penelitian. 
Menurut Farrell (2005), smear dapat 
menunjukkan komponen RNA seperti 
mRNA dan tRNA. Komponen mRNA 
tampak sebagai smear karena sedikitnya 
jumlah mRNA (satu hingga empat persen 
dari RNA total) dan heterogenitas ukuran 
mRNA yang tinggi. Komponen tRNA dan 
rRNA termasuk RNA dengan berat molekul 
yang rendah sehingga terlihat sebagai smear 
tipis di bawah pita 18S rRNA hingga 
mendekati bagian akhir gel. Smear di 
sepanjang jalur migrasi RNA juga dapat 
menunjukkan degradasi sampel akibat 
kontaminasi RNase selama proses isolasi 
(Bryant & Manning 1998). Degradasi RNA 
oleh RNase merupakan salah satu masalah 
utama dalam isolasi RNA. Enzim RNase 
bersifat stabil karena tidak membutuhkan 
kofaktor untuk aktivitasnya. Aktivitas 
RNAse yang tinggi dijumpai pada beberapa 
tipe jaringan dan sel. Enzim tersebut juga 
dapat berasal dari kontaminasi selama 
isolasi RNA. Kulit manusia merupakan 
sumber kontaminasi RNAse, sehingga 
sarung tangan perlu dikenakan setiap 
menangani peralatan dan bahan yang 
digunakan. 
Sampel RNA hasil isolasi kemudian 
digunakan sebagai template untuk sintesis 
cDNA (complementary DNA). Sintesis 
cDNA dilakukan menggunakan cDNA 
synthesis Kit dari tetro Bioline, USA. Primer 
oligo (dT) digunakan untuk membuat 
untaian ganda sesuai template mRNA. 
Keberhasilan sintesis dievaluasi dengan 
spektrofotometri. Jumlah dan kualitas
 
 
Gambar 1  Visualisasi hasil isolasi RNA biji kecipir 
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Gambar 2 Hasil PCR gen LRP biji kecipir (470 bp) 
 
cDNA yang dihasilkan dipengaruhi oleh 
mRNA hasil isolasi. cDNA yang diperoleh 
digunakan untuk templat PCR gen LRP 
sesuai primer spesifik yang ditentukan.  
 
PCR dan Purifikasi gen LRP. Tahapan 
PCR dilakukan pada kondisi denaturasi 95 
ºC 30 detik, annealing pada suhu 60 ºC 
selama 30 detik dan ekstensi pada suhu 72 
ºC selama 1 min. PCR dilakukan selama 35 
siklus. Pita hasil PCR di purifikasi untuk 





 Isolasi gen LRP dari biji kecipir 
berhasil dilakukan dengan menggunakan kit 
ekstraksi komersial, namun kemurnian RNA 
masih rendah karena kontaminasi protein 
dan polisakarida yang ditunjukkan oleh rasio 
OD A260/A230 sebesar 0.97 dan rasio OD 
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